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Pro správné fungováńı Fluorescenčńıho holografického mikroskopu je nutné jeho vhodné
seř́ızeńı, tedy provedeńı justáže všech optických komponent, které jsou v něm usazeny.
Nejen u tohoto mikroskopu, ale také u Koherenćı ř́ızeného holografického mikroskopu,
je přesná justáž velice kritickou podmı́nkou správného zobrazováńı. Proto je potřeba
pro tyto mikroskopy vytvořit justážńı kolimátor, pomoćı kterého je možno oba př́ıstroje
seř́ıdit. V teoretické části práce je zmı́něna historie vzniku interferenčńı a holografické
mikroskopie, z jejichž princip̊u flourescenčńı holografická mikroskopie vycháźı. Také je
zde sepsáno dosavadńı poznáńı týkaj́ıćı se kolimátor̊u využ́ıvaných pro vytyčováńı př́ımek
a jejich využit́ı v praxi. Součást́ı práce je optický návrh kolimátoru, jeho konstrukčńı návrh
a realizace. Pro použ́ıváńı kolimátoru v praxi byl vytvořen software pro detekci černého
záměrného kř́ıže. Ten pomáhá při vyhodnoceńı správnosti seř́ızeńı justovaného př́ıstroje.
Uvedeny jsou také popisy justáže vlastńıho kolimátoru a Flourescenčńıho holografického
mikroskopu, které jsou nezbytné pro správnou manipulaci a pro využit́ı navrhovaného
kolimátoru.
Abstract
For the proper function of the Fluorescence holographic microscope, it is necessary to ad-
just all the optical components of the microscope. Furthermore, the precise adjustment
is the very critical condition for proper imaging of the Coherence-controlled holographic
microscope. Therefore, it is necessary to create a sight collimator for these microscopes
for their adjustment. The fluorescence holographic microscope is based on an interference
and holographic principles, whose history is mentioned in the theoretical part of the the-
sis. The existing state of the art of laser sight collimators and their use in practice is
also mentioned. The optical and mechanical design of the laser sight collimator and its
realization are described in the next part of the thesis. The software for detecting the
black sight cross was created for the use of the laser sight collimator in practice. The soft-
ware is necessary to evaluate the correctness of the alignment of the adjusted microscope.
The descriptions of the adjustment procedures for the laser sight collimator and for the
Fluorescence holographic microscope are mentioned in the last part of the thesis. These
procedures are necessary for proper manipulation and use with the proposed laser sight
collimator.
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.............................. V Brně 25. května 2018
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2 Ćıle práce 15
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4.3 Konstrukčńı návrh . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
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Ve světelné mikroskopii lze zkoumaný předmět pozorovat mnoha zp̊usoby. Pomoćı kla-
sického světelného mikroskopu je možné jednoduše sledovat amplitudové vzorky, protože
běžné detektory (jako je např. lidské oko, digitálńı čip nebo fotografický film) jsou citlivé
na intenzitu dopadaj́ıćıho světla, která odpov́ıdá kvadrátu modulu amplitudy dopadaj́ıćı
vlny.
Při zkoumáńı buněčných struktur jsou velmi často pozorovány vzorky fázového cha-
rakteru. To znamená, že při prostupu světelné vlny vzorkem docháźı ke změně jej́ı fáze,
zat́ımco amplituda je ovlivněna minimálně. Takové vzorky se při pozorováńı ve světlém
poli zobrazuj́ı nekontrastně (transmisivita těchto vzork̊u bývá velmi podobná okolńımu
prostřed́ı). Aby byly fázové vzorky lépe vidět, je potřeba je zvýraznit, tedy převést
změnu fáze vlny na změnu intenzity, která je následně detekována. Na tomto principu
byly založeny metody pro zvýrazněńı změny fáze. Mezi ně jsou řazeny: Zernikeho fázový
kontrast [1], Nomarského diferenciálńı interferenčńı kontrast [2] a Hoffman̊uv modulačńı
kontrast [3].
Zernikeho fázový kontrast je jednoduchá a účelná metoda, kterou je možné použ́ıt
v podstatě na každém transmisńım mikroskopu. Tato metoda umožňuje kontrastńı zvi-
ditelněńı fázových objekt̊u následuj́ıćım zp̊usobem. Nasv́ıceńı vzorku je provedeno po-
moćı amplitudové masky ve tvaru propustného mezikruž́ı vloženého v zadńı ohniskové
rovině kondenzoru. Vzorek zp̊usob́ı daný fázový posun mezi světlem na něm rozptýleným
a nerozptýleným. Nerozptýlené světlo je fázově posunuto o π/2 pomoćı fázové masky
v zadńı ohniskové rovině objektivu. V obrazové rovině, kde spolu interferuje rozptýlené
i nerozptýlené světlo, se potom projev́ı kontrastńı změna intenzity. Nevýhodou této me-
tody je, že se v mı́stech velkého gradientu indexu lomu (např. u okraje buňky) objevuje
halo efekt a znemožňuje tak určit přesné hranice mezi pozorovaným předmětem a okolńım
prostřed́ım. Daľśı metoda, Nomarského diferenciálńı interferenčńı kontrast (DIC), využ́ıvá
rozd́ılu optických drah k zobrazeńı vzorku. Ten vzniká při pr̊uchodu dvou př́ıčně posu-
nutých svazk̊u pozorovaným vzorkem. Kontrast je dán jejich interferenćı a obraz pak
připomı́ná šikmé nasv́ıceńı vzorku.
Zobrazeńım pomoćı těchto technik neńı možné měřit fázový posun světla, který zp̊u-
sobuje vzorek, nejsou totiž kvantitativńı. Proto byly navrženy takové techniky, které
kvantitativńı zobrazeńı umožńı. Jejich základem jsou r̊uzné typy interferometr̊u. Systémy
vyvýjené na VUT FSI ve výzkumné zkupině prof. RNDr. Radima Chmeĺıka, PhD. vyu-
ž́ıvaj́ı plošné polychromatické zdroje světla a vyžaduj́ı pro seř́ızeńı speciálńı zaměřovač,
jehož návrhem je třeba se zabývat.
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1 Interferenčńı a holografická mikroskopie
1.1 Kvantitativńı fázový kontrast
Změnu fáze umožňuje kvantitativně určit interferenčńı mikroskopie, která využ́ıvá kvan-
titativńı fázové zobrazeńı QPI (z angl. Quantitative Phase Imaging) [4]. Dı́ky tomuto
zobrazeńı je možný záznam nejen amplitudy, ale i fáze světelné vlny prošlé vzorkem nebo
od vzorku odražené. Záznam o změně fáze přitom umožňuje źıskat informace o morfologii
a topografii pozorovaného vzorku, a to s velkou přesnost́ı (až v desetinách nanometru [5]).
Přednost́ı kvantitativńıho fázového zobrazováńı je také to, že neńı invazivńı. Neńı
tedy nutné použ́ıvat pro zvýšeńı kontrastu toxické látky (jako jsou např́ıklad fluores-
cenčńı barviva). Proto je vhodné tuto metodu použ́ıt pro pozorováńı nejen technických,
ale předevš́ım biologických vzork̊u. Při aplikaćıch v biologické oblasti se metoda kvanti-
tativńıho fázového zobrazeńı použ́ıvá pro sledováńı dynamiky a morfologie buněk, pro
vyhodnocováńı a měřeńı tzv. suché hmoty buňky [6, 7], a také při sledováńı pohybu
buněk v prostoru [8]. V technických aplikaćıch se využ́ıvá předevš́ım k měřeńı topogra-
fie vzorku [9]. Dı́ky některým metodám kvantitativńıho fázového zobrazováńı je možné
tvořit také optické řezy, numericky přeostřovat, využ́ıt tomografického zobrazováńı apod.
Umožňuje též nasimulovat zobrazeńı daľśımi technikami, jako je např. světlé pole, temné
pole, Nomarského diferenciálńı interferenčńı kontrast, Zernikeho fázový kontrast nebo in-
terferenčńı kontrast [10].
Existuje mnoho využit́ı kvantitativńıho fázového zobrazováńı. Mezi nejvýznamněǰśı
patř́ı pozorováńı transparentńıch (biologických) vzork̊u v prošlém světle s využit́ım inter-
ferenčńı a holografické mikroskopie.
1.2 Kvantitativńı fázová mikroskopie
Kvantitativńı fázová mikroskopie se začala rozv́ıjet od roku 1893, kdy Sirks popsal prvńı
interferenčńı mikroskop, který byl založen na principu Mach-Zehnderova uspořádáńı inter-
ferometru. Vyznačoval se t́ım, že měl oddělenou předmětovou a referenčńı větvev [11,12].
Jako prvńı také použil označeńı
”
Interferenčńı mikroskop“. Od té doby bylo navrženo
a popsáno velké množstv́ı r̊uzných uspořádáńı interferenčńıch mikroskop̊u. Jejich výčet je
uveden např. v [13]. Historický přehled transmisńı interferenčńı mikroskopie aplikované
v biologické oblasti je uveden v článku [14], přehled moderněǰśıch technik je uveden např.
v [15].
V prvńı polovině 20. stolet́ı se objevily prvńı komerčně vyráběné interferenčńı mikro-
skopy, které byly konstrukčně náročné a předevš́ım finančně nákladné. Objev holografie,
laseru, a také velký rozvoj výpočetńı techniky, digitálńıch obrazových detektor̊u a rych-
losti zpracováńı dat koncem 20. stolet́ı, přinesl větš́ı zájem o interferenčńı mikroskopii
a otevřel cestu k novým možnostem jej́ıho uplatněńı. To vedlo také k výraznému rozš́ı̌reńı
použ́ıváńı těchto mikroskop̊u.
Zejména transmisńı mikroskopie je od 90. let 20. stolet́ı aplikována pro pozorováńı
živých buněk. Jej́ı výhodou je již zmiňovaný kvantitativńı fázový kontrast (QPI), který
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vzniká bez barveńı buňky, a tud́ıž bez toxických efekt̊u na živou buňku a dává možnost
kvantitativně a v reálném čase pozorovat změny v živých buňkách. Velmi významným pro
toto využit́ı byl objev Daviese a Wilkinse (1952) [7]. Kvantitativńı fázové zobrazeńı pozo-
rované buňky je př́ımo závislé na množstv́ı jej́ı suché buněčné hmoty. To vedlo k možnosti
opticky vážit pozorované vzorky a sledovat změny hustoty nitrobuněčné hmoty vzorku
v reálném čase [16].
V současné době můžeme světelné interferenčńı mikroskopy, které maj́ı oddělenou refe-
renčńı a předmětovou větev mikroskopu, dělit do dvou hlavńıch kategoríı podle geometrie
skládáńı světelných svazk̊u. Mikroskopy jsou, přesněji řečeno, rozděleny podle úhlu, který
mezi sebou sv́ıraj́ı paprsky referenčńı a předmětové větve ve výstupńı rovině interfero-
metru. Pokud je úhel nulový nebo velmi bĺızký nule, docháźı k tomu, že se paprsky scházej́ı
v ose (in-line). Jedná se tedy o interferenčńı mikroskopy. Je-li úhel mezi interferuj́ıćımi
paprsky nenulový, docháźı k mimoosové (off-axis) interferenci. V tomto př́ıpadě mluv́ıme
o holografických mikroskopech.
1.2.1 Interferenčńı mikroskopy
Interferenčńı mikroskopy lze rozdělit podle r̊uzných parametr̊u, jako je např. počet interfe-
ruj́ıćıch svazk̊u, zp̊usob pr̊uchodu svazk̊u optickými prvky, zp̊usob vytvořeńı referenčńıho
svazku, zp̊usob kombinace svazk̊u ve výstupńı rovině interferometru apod. [10]. Pokud
jsou mikroskopy dvoucestné, znamená to, že předmětový a referenčńı světelný svazek jsou
v prostoru odděleny a procházej́ı vlastńı optickou soustavou. Pozorovaný vzorek proto
nijak neovlivńı referenčńı svazek.
Kombinováńı svazk̊u in-line (pod nulovým nebo téměř nulovým úhlem) umožňuje
použit́ı nekoherentńıho zdroje světla. T́ım je např. plošný širokospektrálńı zdroj světla,
který nemá takové nedostatky jako koherenčńı zdroje. Těmito nedostatky jsou předevš́ım
koherenčńı zrnitost a šum přidaný do záznamu interferogramu.
Źıskaný interferogram má velmi ńızkou prostorovou frekvenci interferenčńıch proužk̊u
(řádově jednotky proužk̊u v zorném poli) a neobsahuje úplné informace o předmětové
vlně (o jej́ı fázi a amplitudě), proto je nutné zaznamenat alespoň tři sńımky v jedné sérii
(obvykle se jich pořizuje tři až sedm sńımk̊u) s r̊uzným vzájemným fázovým posunem
interferenčńıch vln. Zpracováńım série sńımk̊u źıskáváme hodnoty rekonstruované fáze
v intervalu (0, 2π), ze kterých lze źıskat QPI předmětu. Interferenčńı mikroskopy využ́ıvaj́ı
fázový kompenzátor, který pro poř́ızeńı interferogramu posouvá fázi jedné z vln. Takovéto
mikroskopy jsou označovány jako interferometry s ř́ızenou změnou fáze, zkratkou PSI
(z angl. Phase-Shifting Interferometry).
Transmisńı interferenčńı mikroskopie má mnohem širš́ı a bohatš́ı historii než mik-
roskopie reflexńı (na odraz). Hojně se využ́ıvala pro pozorováńı biologických preparát̊u
už od 50. let 20. stolet́ı, kdy se začaly objevovat prvńı komerčně vyráběné interferenčńı
mikroskopy se zcela oddělenými větvemi. Asi nejznáměǰśı je Horn̊uv mikroskop [17, 18],
jehož schéma je uvedeno na obrázku 1. Plošný polychromatický zdroj světla Zd je pomoćı
hranolového děliče svazku D1 rozdělen na dvě větve, předmětová a referenčńı. Světlo
v předmětové větvi procháźı vzorkem VZ (kultivačńı komůrkou) a v referenčńı větvi po-
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uze referenčńım objektem RO (referenčńı komůrkou), který má stejnou tloušt’ku jako
komůrka se vzorkem VZ. Do obou větv́ı interferometru je vřazena osvětlovaćı a zobra-
zovaćı optika. Světlo z obou větv́ı interferometru se pomoćı daľśıho hranolového děliče
svazku D2 slož́ı a na detektoru K (CCD kamera) vzniká interferogram. Pro metodu zo-
brazeńı s ř́ızenou změnou fáze je v referenčńı větvi umı́stěna sestava optických kĺın̊u OK,
které umožňuj́ı měnit délku optické dráhy tak, aby bylo možno dosáhnout požadovaných
fázových rozd́ıl̊u interferuj́ıćıch vln. Pohyb kĺın̊u OK je ř́ızen poč́ıtačem pomoćı krokového
motoru a mikrometrického šroubu.
Obrázek 1: Schéma Hornova mikroskopu. Zd - zdroj světla, D1,2 - děliče svazku, Kon1,2 - kon-
denzory, VZ - vzorek, RO - referenčńı objekt, OK - optické kĺıny, O1,2 - objektivy, K - kamera,
PC - poč́ıtač, KM - krokový motor a MŠ - mikrometrický šroub. Převzato z [18].
Daľśı interferenčńı in-line mikroskopy jsou uvedeny např. v patentech [19, 20]. Jedná
se také o achromatické mikroskopy s polychromatickým zdrojem světla. V mikroskopu
dle patentu [19] je použit hranolový dělič, který rozděluje svazky z prvńı a druhé větve
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k několika detektor̊um současně. Na každý detektor dopadaj́ı svazky již s daným fázovým
rozd́ılem, proto neńı třeba měnit velikost fázového rozd́ılu svazk̊u mechanicky. Toto us-
pořádáńı zvyšuje rychlost sńımáńı mikroskopu. Nevýhodou tohoto uspořádáńı jsou nižš́ı
hodnoty kamerami zaznamenávaných intenzit, což se může projevit na zvýšené hladině
šumu v obraze. Fluorescenčńı mikroskop z patentu [20] má pouze jeden detektor, takže je
jeho využit́ı kv̊uli nutnosti časové posloupnosti omezeno pouze na statické objekty. Vzorek
je pozorován i osvětlován pomoćı obou mikroskopových objektiv̊u. Mikroskop využ́ıvá
dělič paprsk̊u, který je použit zároveň v osvětlovaćı i zobrazovaćı části, protože jejich
uspořádáńı je v podstatě totožné. Optickou dráhu referenčńıho svazku je možné měnit
pomoćı jednoho či v́ıce vhodně umı́stěných zrcadel. Nasńımaná data z mikroskopu maj́ı
charakter konfokálńıch řez̊u a lze z nich rekonstruovat trojrozměrné zobrazeńı vzorku [21].
Klasické interferenčńı mikroskopy nejsou v dnešńı době př́ılǐs komerčně rozš́ı̌renými
př́ıstroji a téměř každý typ př́ıstroje je unikátńı. Nicméně u všech typ̊u př́ıstroj̊u plat́ı, že
jejich správná funkce a kvalitńı záznam jsou závislé na kvalitě źıskané interference, tedy
kontrastu interferenčńı struktury. V dnešńı době jsou ale vyv́ıjeny in-line moduly, kterými
lze pomoćı metody krokováńı fáze interferuj́ıćıch vln doćılit kvantitativńıho fázového zo-
brazeńı. Těmito technikami je metoda FPM (Fourier Phase Microscopy) [22] a metoda
SLIM [23]. Obě metody jsou založeny na principu, při kterém je do optické cesty interfero-
metru vložen fázový modulátor světla, který ćıleně posouvá fázi referenčńı větve. Metody
SLIM se využ́ıvá např. i při zobrazováńı v tomografii [24].
Použit́ı interferenčńıch mikroskop̊u neńı vhodné pro zaznamenáváńı rychlých děj̊u,
protože čas potřebný k zaznamenáńı a kombinaci tolika sńımk̊u je př́ılǐs velký na to, aby
se výsledný obraz dal pozorovat v reálném čase. Proto je nelze využ́ıt např. pro pozorováńı
rychle se pohybuj́ıćıch živých buněk. Během záznamu se také měńı podmı́nky pozorováńı,
např. vliv prouděńı v okolńım prostřed́ı a vliv vibraćı zař́ızeńı negativně ovlivňuj́ı kvalitu
a přesnost výsledného zobrazeńı zvýšeńım šumu. Tuto nevýhodu odstraňuje holografická
mikroskopie.
1.3 Holografická mikroskopie
Digitálńı holografické mikroskopy (DHM) jsou dvousvazkové interferenčńı systémy s off-
axis uspořádáńım. V jejich výstupńı rovině je vytvořen hologram s vysokou prostorovou
frekvenćı interferenčńıch proužk̊u (typicky jsou to stovky až tiśıce proužk̊u v zorném poli).
Kombinováńı svazk̊u pod nenulovým úhlem [25] má velký vliv na vlastnosti vzniklého
interferenčńıho obrazce. Takto vzniklý interferogram je v podstatě hologramem. To zna-
mená, že je možné z jednoho sńımku kompletně rekonstruovat předmětovou vlnu. Jedná
se tedy o mikroskopy tvoř́ıćı interferenčńı obrazce s nosnou prostorovou frekvenćı. Jak
vyplývá z pojmu
”
holografie“ (z řeckého holos = úplný a grafie = záznam), je patrné,
že se jedná o metodu určenou k úplnému záznamu světelné vlny. Na rozd́ıl od klasické
fotografie, kde je zachycena pouze intenzita světla, zaznamenává holografický sńımek ne-
jen amplitudu vlny, ale i jej́ı fázi, tedy vlnu jako celek. Princip holografie popsal v roce
1948 Dennis Gabor [26] jako možnost pro zlepšeńı rozlǐseńı elektronového mikroskopu.
A za tento sv̊uj pr̊ulomový objev źıskal v roce 1971 Nobelovu cenu. V podstatě se jednalo
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o záznam Fresnelova difrakčńıho obrazce pozorovaného objektu a jeho následné použit́ı
pro rekonstrukci obrazu objektu. Původńı problémy s realizaćı záznamu hologramu byly
překonány v 60. letech 20. stolet́ı d́ıky objevu laseru.
Tyto systémy standartně vyžaduj́ı pro vytvořeńı interferenčńı struktury v celém zorném
poli použit́ı koherentńıch zdroj̊u osvětleńı. Použit́ım tohoto zdroje se sńıž́ı kvalita obrazu
možnou př́ıtomnost́ı koherentńıho šumu, parazitńıch interferenćı a difrakćı na hranách
optických komponent. Ve srovnáńı s běžnými optickými mikroskopy dosahuj́ı DHM nižš́ıho
př́ıčného rozlǐseńı [27]. Na druhou stranu umožňuj́ı zobrazováńı rychlých děj̊u, a také
je zajǐstěna jejich vysoká odolnost v̊uči vibraćım. Rychlost sńımáńı je tak omezena po-
uze rychlost́ı zpracováńı dat, kterou určuj́ı parametry detektoru a poč́ıtače. Nespornou
výhodou je tedy možnost zobrazovat vzorky (živé buňky) v reálném čase [10,16]. Daľśım
pozitivem je jednoduchost konstrukce DHM, protože referenčńı větev je bez zobrazovaćı
a osvětlovaćı optiky.
Prvńı off-axis holografický mikroskop umožňoval plnou rekonstrukci předmětové vlny
pomoćı optických metod [28], protože hologram byl zaznamenáván pouze na fotografickou
desku, která byla poté vyvolána a osvětlena rekonstruuj́ıćı vlnou. Pokrok ve výpočetńı
technice a objev digitálńıch detektor̊u znamenal vývoj i v oblasti holografie. Vznikla
tzv. digitálńı holografie, ve které je hologram zaznamenán na digitálńı detektor s CCD
nebo CMOS čipem, viz obrázek 2. Světelný svazek jdoućı ze zdroje světla Zd (laseru)
je pomoćı děliče svazku D1 rozdělen do referenčńı a předmětové větve. V předmětové
větvi procháźı světlo po odrazu od zrcadla Z1 kondenzorem K, pozorovaným vzorkem VZ
a objektivem O. Referenčńı větev neobsahuje žádnou osvětlovaćı ani zobrazovaćı optiku.
Světelné svazky z obou větv́ı jsou potom d́ıky děliči svazku D2 opět složeny a výsledný
hologram je zaznamenán na kameru K.
K rekonstrukci fáze vlny se využ́ıvá poč́ıtač, a proto vznikl prvńı digitálńı holografický
mikroskop až d́ıky vývoji výkonného hardwaru [29], což vedlo ke zjednodušeńı a zrych-
leńı celého procesu. Rekonstrukce předmětové vlny se provád́ı pomoćı rychlých Fourie-
rovských metod. Hologram je převeden na spektrum prostorových frekvenćı, ve kterém je
dobře oddělitelné spektrum interferenčńıch proužk̊u. Toto spektrum je vybráno a váženo
Hanningovou funkćı k potlačeńı artefakt̊u vzniklých rychlou Fourierovou transformaćı.
Výsledné spektrum je převedeno zpětnou rychlou Fourierovou transformaćı a t́ım źıskána
komplexńı amplituda rekonstruované předmětové vlny. Z té je možno vypoč́ıtat jak inten-
zitu vlny, tak i jej́ı nenavázanou fázi, ze které lze źıskat QPI.
Metoda DHM, stejně jako ostatńı metody kvantitativńıho fázového kontrastu, umož-
ňuje kvantitativńı pozorováńı živých buněk a zároveň, na rozd́ıl od metod fluorescenčńıch,
je i neinvazivńı [30]. Vady zhoršuj́ıćı kvalitu výsledného fázového kontrastu koherentńım
šumem a parazitńımi interferencemi je možné odstranit použit́ım světla s ńızkou časovou
a prostorovou koherenćı. Toho lze dosáhnout použit́ım achromatického interferometru
DHM mikroskopu, nebo připojeńım exterńıho modulu ke klasickému světelnému mikro-
skopu. Těmito moduly jsou např́ıklad moduly τ -interferometr [31] nebo wDPM modul
(z angl. White Light Diffraction Phase Microscopy) [32]. Obě techniky využ́ıvaj́ı interfe-
rometr, v jehož jedné větvi docháźı k filtrováńı prostorových obrazových frekvenćı tak, že
je źıskána referenčńı větev, která neobsahuje obrazové informace.
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Obrázek 2: Schéma digitálńıho holografického mikroskopu. Zd - zdroj světla, D1,2 - děliče svazku,
Z1,2 - zrcadla, Kon - kondenzor, VZ - vzorek, O - objektiv, K - kamera. Převzato z [29].
1.3.1 Koherenćı ř́ızená holografická mikroskopie
Holografické mikroskopy využ́ıvaj́ıćı zdroje světla s ńızkou časovou a prostorovou kohe-
renćı se nazývaj́ı Koherenćı ř́ızené holografické mikroskopy (zkr. CCHM, z angl. Coherence-
Controlled Holographic Microscope). Jsou založeny na principu nekoherentńı off-axis ho-
lografie a vznikly na FSI VUT. CCHM umožňuje kvantitativńı fázové zobrazováńı i velmi
rychlých děj̊u, silně potlačuje koherentńı šum a parazitńı interference. Zajǐst’uje také
možnost využ́ıt efektu koherenčńı brány k zobrazováńı v difuzńıch prostřed́ıch [27, 33].
Př́ıčné rozlǐseńı mikroskopu je srovnatelné s konvenčńımi optickými mikroskopy. Pomoćı
vhodného nastaveńı koherence osvětleńı je možné přizp̊usobovat tyto vlastnosti zobrazeńı
požadavk̊um experimentu [10].
V nyněǰśı době je na fakultě umı́stěn CCHM druhé generace, který využ́ıvá difrakčńı
mř́ıžku DM umı́stěnou v referenčńı větvi, na rozd́ıl od CCHM prvńı generace, kde byla
umı́stěna mř́ıžka jako dělič svazku do předmětové a referenčńı větve. Optické schéma
mikroskopu druhé generace je zobrazeno na obrázku 3. Interferenčńı struktura je současně
zobrazeńım struktury difrakčńı mř́ıžky DM a proto je možné ji vytvořit i nekoherentńım
světlem [27,34,35].
Zdrojem světla pro CCHM je halogenová lampa, ze které je světlo vedeno světlovodem
do roviny zdroje Zd, kde vzniká plošný polychromatický zdroj světla. Po pr̊uchodu ko-
lektorem Kol je světelný svazek rozdělen pomoćı děliče D1 a zrcadel Z1,4,5 do dvou větv́ı,
předmětové a referenčńı. Rovina zdroje Zd je pomoćı kolektoru Kol zobrazena do zadńıch
ohniskových rovin kondenzor̊u K1,2. T́ım jsou zajǐstěny podmı́nky pro vznik Köhlerova
osvětleńı [36]. To znamená, že referenčńı objekt RO i vzorek V jsou nasv́ıceny rovnoměrně
a s největš́ı možnou intenzitou světla. Polńı rovina PR je kolektorem Kol a kondenzory
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Obrázek 3: Optická sestava CCHM. Zd - zdroj světla, AC - aperturńı clona, PR - polńı rovina,
IF - interferenčńı filtr, Kol - kolektor, D1−3 - děliče svazk̊u, Z1−6 - zrcadla, K1,2 - kondenzory,
VZ - vzorek, RO - referenčńı objekt, O1,2 - objektivy, TČ1,2 - tubusové čočky, MO1,2 - roviny
meziobraz̊u vzorku, DM - difrakčńı mř́ıžka, VO1,2 - výstupńı objektivy, VR - výstupńı rovina,
K - detektor (CCD kamera). Převzato z [30].
K1,2 promı́tnuta do roviny vzorku V a referenčńıho objektu RO. Tyto roviny jsou pomoćı
objektiv̊u O1,2 a tubusových čoček TČ1,2 zobrazeny do rovin meziobraz̊u MO1,2, které jsou
následně výstupńımi objektivy VO1,2 promı́tnuty do výstupńı roviny interferometru VR.
Ve výstupńı rovině VR je umı́stěna CCD kamera, na které je zaznamenáván výsledný ho-
logram. V rovinách meziobraz̊u MO1,2 je v referenčńı větvi umı́stěna difrakčńı mř́ıžka DM
a ve větvi předmětové je umı́stěno zrcátko Z2. Pomoćı nich je zajǐstěno, že ve výstupńı
rovině VR vznikne interferenčńı obrazec se shodnou prostorovou frekvenćı proužk̊u pro
všechny body plošného polychromatického zdroje Zd a všechny vlnové délky. Prostorová
koherence světla v CCHM je ř́ızena pomoćı aperturńı clony AC umı́stěné nedaleko zdroje
Zd. Ještě před kolektorem Kol je umı́stěn interferenčńı filtr IF, který ovlivňuje časovou
koherenci světla [27].
Výsledné obrazy vzniklé při pozorováńı CCHM se opět zpracovávaj́ı pomoćı Fourie-
rovských metod. Z hologramu se d́ıky těmto metodám źıskává intenzitńı obraz vzorku,
a také informace o fázi. Po navázáńı skok̊u v intervalu (0, 2π) a vyrovnáńı pozad́ı sńımku
źıskáváme QPI [37].
Nevýhodou těchto mikroskop̊u je vysoká náročnost na nastaveńı a seř́ızeńı mikroskopu,
která je dána t́ım, aby obě větve mikroskopu byly opticky identické. Č́ım méně koherentńı
světlo je při zobrazeńı použito, t́ım je z d̊uvodu vysoké citlivosti obt́ıžněǰśı nastaveńı
optické délky obou větv́ı, a také je nutné přesné seř́ızeńı optických komponent v př́ıčném
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směru [30].
1.3.2 Fluorescenčńı holografická mikroskopie
Důsledkem daľśıho vývoje nekoherentńı holografie je vznik FHM, tedy Fluorescenčńıho
Holografického Mikroskopu, o kterém pojednává tato část. Jedná se o interferenčńı systém
se speciálńım zp̊usobem měřeńı prostorového rozložeńı indexu lomu, který si nechali pa-
tentovat Ing. Pavel Kolman, Ph.D. a prof. RNDr. Radim Chmeĺık, Ph.D. [38]. Schéma
mikroskopu je uvedeno na obrázku 4.
Obrázek 4: Optická sestava FHM. Zd - zdroj světla, F - interferenčńı filtr, Kol1−3 - kolektory,
D1,2 - děliče svazk̊u, Z1−10 - zrcadla, TČ1−4 - tubusové čočky, FSF1,2 - fluorescenčńı sestavy filtru,
O1,2 - objektivy, VZ - vzorek, MO1−4 - roviny meziobraz̊u vzorku, Zoom1−4, DM - difrakčńı
mř́ıžka, RO - referenčńı okénko, VO1−3 - výstupńı objektivy, VR - výstupńı rovina, K - detektor
(CCD kamera). Převzato z [30].
Mikroskop se skládá ze dvou část́ı. Prvńı z nich je osvětlovaćı část, která zač́ıná
fluorescenčńı lampou, která je použita jako zdroj světla Zd. Z roviny zdroje procháźı
světlo skrz kolektory Kol1−3, tubusové čočky TČ1,2 a mikroskopové objektivy O1,2 do
roviny vzorku VZ. Světelný svazek je pomoćı děliče D1 a zrcadel Z1−4 rozdělen do dvou
osvětlovaćıch větv́ı. Šedé filtry F lze využ́ıt pro regulaci intenzity osvětluj́ıćı vlny. Možným
vyměňováńım fluorescenčńıch sestav filtr̊u FSF1,2 je pro fluorescenčńı aplikaci mikroskopu
umožněn výběr excitačńıho a emisńıho spektra vlnových délek.
Zobrazovaćı část mikroskopu je stejně jako osvětlovaćı část rozdělena do dvou větv́ı.
V tomto př́ıpadě nelze určit, která z nich je předmětová a která referenčńı, protože obě ne-
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sou informace o vzorku. Obě větve maj́ı stejnou předmětovou rovinu, ve které je umı́stěn
fluoreskuj́ıćı vzorek VZ. Excitované fluorofory v celé ploše vzorku emituj́ı nekoherentńı
zářeńı, jež procháźı oběma zobrazovaćımi větvemi. Ve výstupńı rovině VR, na detektoru K
(CMOS kamera), spolu excitačńı zářeńı interferuje za vzniku hologramu. V obou zobrazo-
vaćıch větv́ıch jsou umı́stěny shodné optické komponenty. Rovina vzorku je zobrazována
do rovin meziobraz̊u MO1,2 pomoćı mikroskopových objektiv̊u O1,2 a tubusových čoček
TČ3,4. Z těchto rovin je obraz přenesen zoomovaćımi soustavami Zoom1−4 do rovin mezi-
obraz̊u MO3,4, kde je vložena difrakčńı mř́ıžka DM a referenčńı okénko RO. Tyto roviny
jsou pak zobrazeny výstupńımi objektivy VO1−3 do výstupńı roviny VR.
Rekonstrukce obrazu opět vycháźı z Fourierovských metod. Každý hologram je zpra-
cován již popsaným postupem. Intenzitńı obraz tvoř́ı u FHM mikroskopu konfokálńı řez
vzorkem. Nasńımá-li se soustava hologramů v r̊uzných hloubkách vzorku VZ, lze z am-
plitudy rekonstruovat obdobný 3D model vzorku jako u konfokálńıho mikroskopu. Nav́ıc
lze využ́ıt rozd́ıly nenavázané fáze mezi jednotlivými sńımky k tomu, aby se dalo určit
rozložeńı indexu lomu v objemu vzorku. Lze takto źıskat obdobné zobrazeńı jako v tomo-
grafii.
Nevýhodou tohoto mikroskopu je opět vysoká náročnost na nastaveńı a seř́ızeńı. Jak
je ukázáno v [30], kvalita rekonstruovaných dat je př́ımo závislá na kvalitńım seř́ızeńı
mikroskopu. Větve mikroskopu muśı být opticky identické a optické komponenty muśı




Optické mikroskopy jsou základńımi nástroji nejen v buněčné biologii, ale téměř ve všech
oborech. Správné vyladěńı vzájemných poloh jednotlivých optických prvk̊u, neboli justáž,
je kĺıčové pro správnou funkci i toho nejjednodušš́ıho mikroskopu. Pokud neńı použ́ıvaný
mikroskop správně seř́ızen, nejsou źıskaná obrazová data kvalitńı. Proto je nutné před uve-
deńım do provozu každý př́ıstroj seř́ıdit. Obzvláště pro CCHM a FHM mikroskop je tento
požadavek extrémně d̊uležitý. Z tohoto d̊uvodu je potřeba vytvořit justážńı kolimátor,
tedy pomůcku, d́ıky které bude možné správně seř́ıdit veškeré optické komponenty v mik-
roskopu. Při vytvářeńı kolimátoru je nutné naplnit tyto ćıle diplomové práce:
1) Stanovit požadavky na justážńı kolimátor a jeho optické parametry.
2) Vytvořit konstrukčńı návrh justážńıho kolimátoru včetně výrobńı dokumentace.
3) Navrhnout detektor záměrného obrazce včetně měřićıho softwaru.





Metoda vytyčováńı př́ımek se v současné době běžně využ́ıvá v oborech a aplikaćıch, kde je
nutné zajistit vysokou přesnost měřićıch či kontrolńıch praćı, což je např. ve stavebnictv́ı,
geodézii a zbrojńım pr̊umyslu.
Optické možnosti vytyčeńı př́ımky se děĺı na dvě metody: dalekohledové a laserové.
V př́ıpadě dalekohledové metody je př́ımka určena body, jejichž obrazy jsou promı́tány
do téhož bodu záměrné osnovy v polńı rovině dalekohledu. V posledńı době se dalekoh-
ledová metoda využ́ıvá např́ıklad v oblasti pr̊umyslu pro zaměřovače střelných zbrańı,
pušek a luk̊u [39–42]. Při laserové metodě je vyśılán laserový svazek do měř́ıćıho pros-
toru a př́ımka je určena body, do kterých se promı́tá tentýž bod př́ıstroje. Může být
také využita difrakčńı maska vložená do určité vzdálenosti od laseru a body př́ımky pak
určuj́ı středy difrakčńıho obrazce v kterékoli vzdálenosti od masky. Laserové metody jsou
použitelné i za zhoršených světelných podmı́nek či za tmy (v noci, v temných uzavřených
prostorech, v dolech apod.), zat́ımco dalekohledové metody v těchto př́ıpadech použ́ıt
nelze [43].
Pro náš př́ıpad je vhodněǰśı použit́ı laserové metody, proto se tato práce bude hlouběji
zabývat právě touto metodou. Laserové metody jsou přehledně zpracovány v dizertačńı
práci pana Velechovského [44].
3.1 Současné laserové metody vytyčováńı př́ımek
3.1.1 Metody využ́ıvaj́ıćı prostého svazku
Z počátku se využ́ıvalo vhodné vlastnosti prostého laserového svazku. Jeho výhodou
je možnost transformace, malá divergence a dobrá viditelnost středu stopy. Jedná se
předevš́ım o gaussovský svazek s př́ıčným modem rozložeńı intenzity TEM00 a TEM11. Při
použit́ı TEM00 modu je laserový svazek fokusován do mı́sta detekce. Využije-li se běžně
dostupných objektiv̊u s malou stavebńı délkou tubusu, začne se rozměr stopy od určité
vzdálenosti postupně zvětšovat. To je nevýhodné, protože t́ım pozvolna klesá přesnost
v určeńı středu stopy, tedy i př́ımky, která je t́ımto středem určena. Přesto je metoda
vyhovuj́ıćı pro většinu praćı v oblasti stavebnictv́ı [44].
Při použit́ı TEM11 modu je jako bod př́ımky definován pr̊useč́ık dvou kolmých př́ımek
nulové intenzity. Chyba stanoveńı středu stopy je u obou mod̊u stejná a pohybuje se kolem
jedné desetiny až dvacetiny pr̊uměru stopy [45].
3.1.2 Difrakčńı metody vytyčováńı př́ımek
Jedná se o laserové metody, u kterých je nav́ıc použit difrakčńı člen (mř́ıžka, nebo filtr).
Využ́ıvá se předevš́ım Fresnelovy difrakce. Vhodný difrakčńı člen je možné umı́stit př́ımo
do optického systému laseru, do laserového svazku, nebo může být součást́ı optiky vyhod-
nocovaćıho zař́ızeńı [46].
Jako difrakčńı členy se použ́ıvaj́ı zonálńı mř́ıžky (difraktivńı čočky a pravoúhlé lineárńı
mř́ıžky), ekvidistantńı kruhové mř́ıžky a fázové filtry.
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Pro vytyčováńı př́ımek se v praxi použ́ıvaly Soretovy mř́ıžky, Woodovy mř́ıžky nebo
varifokálńı moiré zonálńı mř́ıžky. Zonálńı mř́ıžky tvoř́ı mezikruž́ı, jejichž poloměry jsou
v poměru odmocnin přirozených č́ısel. Pokud se nepropustná a propustná mezikruž́ı
stř́ıdaj́ı, světlo procháźı pouze sudými, nebo pouze lichými zónami a nedocháźı ke změně
fáze světla. Jedná se o Soretovy mř́ıžky. Jestliže jsou všechna mezikruž́ı propustná a mezi
sousedńımi mezikruž́ımi docháźı ke změně fáze o π, mluv́ıme o Woodově mř́ıžce (tj. So-
retova modifikovaná mř́ıžka). Za těmito difraktivńımi čočkami (zonálńımi mř́ıžkami) je
možné pozorovat Fresnelovu difrakci s rotačńı symetríı, která je tvořena soustřednými
tmavými a světlými kroužky.
Je možné použ́ıt i varifokálńı zonálńı mř́ıžku, která je daľśım typem zonálńı mř́ıžky
a tvoř́ı ji dvě na sebe položené skleněné planparalelńı destičky se speciálńım typem mř́ıžky,
viz obrázek 5. Překryvem a posunut́ım planparalelńıch destiček v horizontálńı ose vzniká
zonálńı mř́ıžka. Na rozd́ıl od Soretovy mř́ıžky se propustnost zón tohoto typu mř́ıžek
neměńı skokově, ale postupně [47, 48].
Obrázek 5: Varifokálńı zonálńı mř́ıžka. Převzato z [47].
Také se použ́ıvaj́ı ekvidistantńı kruhové mř́ıžky, které jsou tvořeny propustnými a ne-
propustnými mezikruž́ımi, které jsou ohraničeny kružnicemi s poloměry v poměru přiroze-
ných č́ısel. Difrakčńı obrazce ve tvaru soustředných světlých a tmavých kroužk̊u vznikaj́ı
v libovolné vzdálenosti za mř́ıžkou a jejich středy lež́ı na vytyčované př́ımce. Fresnelovu
difrakci na ekvidistantńı kruhové mř́ıžce poprvé podrobně popsali M. Lǐska a V. Boček,
kteř́ı společně navrhli a otestovali prvńı mobilńı laserový difrakčńı zaměřovač, u něhož
byla mř́ıžka vložena př́ımo do optického systému laseru. Zaměřovač byl sestrojen pro účel
vytyčováńı př́ımek ve velkém rozsahu vzdálenost́ı [43, 49].
Př́ıpadně lze použ́ıt i pravoúhlou zonálńı mř́ıžku, která je v podstatě Soretovou mř́ıžkou
v pravoúhlé podobě a má také fokusačńı účinky. Tvoř́ı ji zóny ve tvaru proužk̊u, které jsou
na sebe kolmé a jejic hž š́ı̌rky jsou v poměru odmocnin z přirozených č́ısel. Stř́ıdaj́ı se zóny
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propustné a nepropustné. Difrakčńı obrazec, vznikaj́ıćı v ohnisku mř́ıžky, je tvořen dvěma
na sebe kolmými př́ımkami maximálńı intenzity. Jejich pr̊useč́ık je bodem vytyčované
př́ımky. Tento typ mř́ıžky byl použit např. v článku [50] pro ustaveńı lineárńıho urych-
lovače částic.
Doposud popsané metody využ́ıvaly k vytyčováńı př́ımky maximálńı intenzitu dif-
rakčńıho obrazce. Existuj́ı také metody, ve kterých se využ́ıvá př́ımek s nulovou intenzi-
tou k přesněǰśımu měřeńı [51–54]. H. D. Betz [51] vytvořil fázový filtr, za kterým vznikl
tmavý záměrný kř́ıž odpov́ıdaj́ıćı difrakčńımu jevu s nulovou intenzitou podél dvou na
sebe kolmých př́ımek. Takový difrakčńı obrazec bylo možné źıskat použit́ım dvou na sebe
kolmých propustných polorovin posouvaj́ıćıch fázi světla o π. Pomoćı něj lze ustavit na
krátké vzdálenosti centrovaný prvek s chybou menš́ı než 0,01mm.
Ve zmiňovaných dokumentech se autoři zabývali předevš́ım Fresnelovou difrakćı na
aperturou neomezeném filtru a pozorovali tedy jevy, kterým odpov́ıdá velký počet pro-
puštěných Fresnelových zón. Pokud ale fázový filtr omeźıme otvorem o konečné velikosti,
začne se výrazně měnit struktura difrakčńıho obrazce, a to v závislosti na malém počtu
propuštěných Fresnelových zón. Počet těchto zón záviśı na experimentálńım uspořádáńı,
tj. na vzdálenosti pozorovatele a zdroje s fázovým filtrem, na typu osvětluj́ıćı vlny, vlnové
délce použitého světla a na geometrii prostorového filtru [44,53].
3.1.3 Daľśı metody vytyčováńı př́ımek
Mezi daľśı metody vytyčováńı př́ımek patř́ı např. ty, které využ́ıvaj́ı optických vad, jako
je otvorová vada, nebo použ́ıvaj́ı optický prvek ve tvaru rotačńıho kužele, neboli axikonu
[44,55,56].
V práci [44] je jako daľśı zp̊usob vytyčováńı př́ımek popsána metoda založená na
Fresnelově difrakci na kvadrantovém filtru, který má stejnou amplitudovou propustnost,
ale jeho sousedńı kvadranty měńı fázi procházej́ıćıho světla o π rad. Difrakčńı obrazec je
tvořen dvěma př́ımkami nulové intenzity, které jsou na sebe kolmé a vytvář́ı tak uprostřed
st́ıńıtka černý záměrný kř́ıž (dále jen záměrný kř́ıž). Takovéto Fresnelovy difrakčńı obrazce
vznikaj́ıćı za filtrem jsou velmi kontrastńı a v r̊uzných vzdálenostech od masky se neměńı
jejich charakteristika, ale pouze velikost. Záměrný kř́ıž je tedy dobře viditelný v jakékoli
vzdálenosti od difrakčńıho filtru.
Tato metoda má oproti doposud použ́ıvaným metodám vytyčováńı př́ımek menš́ı
chybu stanoveńı polohy středu difrakčńıho obrazce. Hodnota úhlové chyby se pohybuje
kolem 0,2′′ (ve vzdálenostech mezi 100m a 1000m) [44].
Z dosud popsaných metod se jako nejlépe vyhovuj́ıćı našim požadavk̊um jev́ı laserová
metoda s Fresnelovou difrakćı na kvadrantovém kruhovém filtru, jehož sousedńı kvadranty
posouvaj́ı v̊uči sobě fázi světa o π. Jako zdroj je použita světelná vlna s gaussovským
rozložeńım intenzity, která je ovlivněna sférickou vadou kolimačńı čočky. Navržený ko-





Kvalita seř́ızeńı je naprosto kritická u holografických mikroskop̊u CCHM i FHM. Pokud
by nebyly přesně nastaveny, jejich kvalita zobrazeńı bude mnohem horš́ı, než jakého jsou
schopny. Proto je potřeba pro oba tyto mikroskopy vytvořit přesný justážńı kolimátor.
Také je d̊uležité neopomı́jet pečlivé provedeńı justážńıho postupu mikroskopu, než na něm
začneme provádět jednotlivá měřeńı.
4.1 Optický návrh
Jako prvńı jsem vytvořila optický návrh kolimátoru, který je zobrazen na obrázku 7(a).
Optický návrh je vytvořen podle postupu popsaného v předchoźı části. Poté je možné
řešit mechanické uložeńı jednotlivých optických prvk̊u a kolimátoru jako celku.
Kolimátor bude fungovat ve dvou modech. Prvńı mod bude využ́ıvat jako zdroj světla
laserovou diodu pro vystředěńı optických prvk̊u, viz obrázek 7(b). Ve druhém modu bude
využita výbojka jako zdroj polychromatického světla. Tento zdroj simuluje běžné osvětleńı
ve FHM a umožňuje nám tak správné zaostřeńı optiky v zobrazovaćı části FHM, a také
CCHM mikroskopu, viz obrázek 7(c).
Jako primárńı zdroj světla pro prvńı mod je použita laserová dioda s optickým jed-
nomodovým vláknem, tvoř́ıćı bodový zdroj Zd. Návrh je vytvořen pro světlo o vlnové
délce 405 nm, protože součást́ı FHM jsou dichroická zrcadla, která je nutné správně
seř́ıdit. Bylo zjǐstěno, že tato zrcadla odráž́ı světlo kolem vlnové délky 400 nm. Z nab́ıdky
firmy Thorlabs [57] jsem tedy vybrala takovou laserovou diodu, jej́ıž vlnová délka se
nejv́ıce bĺıžila hodnotě 400 nm. Jedná se o komplet diody a optického vlákna LP405-SF10
s výkonem až 10 mW. Vlákno je zakončeno FC/PC konektorem a jeho numerická apertura
NAv = 0,12. Světlo procháźı kolimačńı čočkou K s ohniskovou vzdálenost́ı 25mm, která
přeměńı rozb́ıhavý svazek na svazek kolimovaný o pr̊uměru cca 12mm, tj. svazek rov-
noběžný s optickou osou. Jako kolimačńı čočku K byl použit triplet TC25FC-405 od firmy
Thorlabs s numerickou aperturou NAk = 0,25, který je najustován na použ́ıvanou vlno-
vou délku. Světelná vlna potom pokračuje k fázové masce M, která je vyrobena ze skĺıčka
o pr̊uměru dM = 12,7mm (tj. 1/2
′′), tloušt’ce t = 3mm. Materiál masky M je sklo typu
UV Fused Silica (tavený křemen) jehož index lomu pro 405 nm čińı n = 1,470. Skĺıčko KS
bylo poř́ızeno také od firmy Thorlabs a je označeno jako WG40530. Při pr̊uchodu světla
maskou M docháźı k Fresnelově difrakci. Pomoćı zrcadla Z1 je světlo odraženo a přivedeno
do př́ıruby mikroskopu PM. Daľśım světelným zdrojem kolimátoru pro druhý mod je po-
lychromatické světlo P, které je po odrazu od dvou šikmých zrcadel Z2 a Z1, upevněných
pod úhlem 45 ◦ v̊uči optické ose, taktéž přivedeno do př́ıruby mikroskopu PM. Zdrojem
polychromatického světla je halogenová lampa Fiber-Lite DC-950 od firmy Dolan-Jener
Indrustries [58]. Optické prvky, tubus T a zrcadla Z1,2 jsou pohyblivé pro změnu mod̊u
a pro justáž kolimátoru, viz části 4.3 a 4.5.
Použitá kruhová difrakčńı maska je rozdělena do čtyř kvadrant̊u, které maj́ı stejnou
amplitudovou propustnost, ale sousedńı kvadranty posouvaj́ı fázi světla o ∆ϕ = π rad. To-
hoto posunu je dosaženo d́ıky změně tloušt’ky masky ∆t ve dvou protilehlých kvadrantech.
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kde λ je vlnová délka použitého světla, n(λ) znač́ı index lomu difrakčńı masky a 1 je index
lomu okolńıho prostřed́ı, v našem př́ıpadě vzduchu. Když za změnu fáze ∆ϕ dosad́ıme





Pokud dosad́ıme hodnoty λ = 405 nm a n(λ) = 1,470, vyjde nám hodnota změny tloušt’ky
∆t = 0,431µm. Na obrázku 6 je zachycen návrh masky.
Obrázek 6: Návrh difrakčńı masky M z programu SolidWorks: dM - pr̊uměr masky M, ∆t - změna
tloušt’ky masky M.
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Obrázek 7: (a) Optické schéma kolimátoru: Zd - zdroj světla (laserová dioda), K - kolimačńı
čočka, M - difrakčńı fázová maska, T - tubus, Z1,2 - pohyblivá zrcadla, P - zdroj b́ılého (polychro-
matického) světla, PM - př́ıruba mikroskopu. Pozn.: Červenou barvou jsou znázorněny pohyby
konkrétńıch prvk̊u pro justáž zaměřovače. (b) Prvńı mod: Laserový mod kolimátoru s difrakčńı
maskou a zdrojem o vlnové délce λ = 405 nm. (c) Druhý mod: Mod pro justáž obrazových rovin
mikroskopu s využit́ım polychromatického osvětleńı.
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4.2 Simulace difrakčńıho obrazce
Rozložeńı intenzity v difrakčńım obrazci má čtyřčetnou, a také zrcadlovou symetrii. Černý
záměrný kř́ıž vytvořený př́ımkami s nulovou intenzitou je dobře viditelný v jakékoli vzdá-
lenosti od difrakčńı masky [44,52,53]. Pro potřeby ověřeńı správné funkce zaměřovače je
nutné prověřit, jakou velikost a tvar bude mı́t záměrný kř́ıž v difrakčńım obrazci v r̊uzných
vzdálenostech při vytyčováńı optické osy na FHM a CCHM a potažmo i při justáži sa-
motného kolimátoru. Rozsah délek, ve kterých bude docházet k detekci záměrného kř́ıže je
cca od 50 do 1000mm. Proto je nutno provést simulaci difrakčńıch obrazc̊u. Za odvozeńı
následuj́ıćıch vztah̊u děkuji panu prof. RNDr. Jǐŕımu Komrskovi, CSc.
Vlnová funkce ψ(ρ, ϕ, z) difraktovaného svazku necht’ je dána difrakčńım integrálem
v paraxiálńı aproximaci a v polárńıch (válcových) souřadnićıch, viz [59] vztah 5.8 (1):






























kde ρ a ϕ jsou polárńı souřadnice ve vzdálenosti z st́ıńıtka, k je vlnové č́ıslo, ρM a ϕM
jsou polárńı souřadnice v rovině masky M a kde člen ψ0(ρM , ϕM) je funkce propustnosti






masku omeźı jej́ım poloměrem ρ0. Výsledný vztah je ve tvaru:

















Předpokládáme-li dopadaj́ıćı rovinnou vlnu, pak vyjádř́ıme vlnovou funkci pod́ılem dif-





























































































Tento výraz je možno následně upravit a zavedeńım substituce ρM = ρ0t, kv̊uli které je
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Pro numerické simulace využijeme pouze sumu S(ρ, ϕ,N) z předchoźıho vztahu, protože
členy stoj́ıćı před ńı jsou pro daný výpočet konstantńı. Sumu je potřeba ještě upravit kv̊uli
využ́ıvané výpočetńı knihovně. Jedná se o sumu Hankelových transformaćı. HANKEL,
knihovna Pythonu, dokáže poč́ıtat Hankelovy transformace pouze s integrály, které maj́ı
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neomezenou horńı mez, viz [61]. Proto byla tato mez upravena a integrál byl omezen






















Ze simulaćı źıskaných hodnot je spočten kvadrát a hodnoty jsou následně normovány.





kde S(ρ, ϕ,N)2max je maximálńı hodnota prvk̊u z matice kvadrátu sumy S(ρ, ϕ,N)
2.
Výsledeky simulaćı jsou zachyceny na obrázku 8. Levý sloupec tvoř́ı st́ıńıtka o veli-
kosti (4× 4)mm. V pravé části jsou zvětšeny detaily střed̊u difrakčńıho obrazce, protože
ty jsou objektem našeho největš́ıho zájmu. Obrázky vpravo odpov́ıdaj́ı velikosti st́ıńıtka
(0,5× 0,5)mm. Prvńı řádek, obrázek 8(a), zachycuje Fresnel̊uv difrakčńı obrazec ve vzdá-
lenosti 110mm od difrakčńı masky. Druhý, obrázek 8(b), je vypoč́ıtán pro vzdálenost
310mm st́ıńıtka od masky. Třet́ı řádek, obrázek 8(c), odpov́ıdá vzdálenosti 610mm a na
posledńım obrázku 8(d) je zachycena difrakčńı struktura na st́ıńıtku ve vzdálenosti 910mm
od masky.
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Obrázek 8: Výsledek simulace rozložeńı normované intenzity I(ρ, ϕ,N) pro jednotlivé vzdálenosti
st́ıńıtka od difrakčńı masky. (a) 110mm (b) 310mm (c) 610mm (d) 910mm.
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4.3 Konstrukčńı návrh
Aby bylo možné dobře využ́ıt všechny možnosti optických prvk̊u a systému jako takového,
je nutné jejich vhodné usazeńı do mechaniky, a to tak, aby se s danými komponentami dalo
pohybovat podle potřeby, viz naznačené pohyby v obrázku 7. Daľśım d̊uležitým úkolem je
mechanická ochrana těchto součást́ı, protože některé optické komponenty jsou náchylné
na poškrábáńı či zničeńı, pokud se s nimi nezacháźı opatrně.
Na základě optického návrhu kolimátoru byl tedy vytvořen i návrh konstrukčńı, který
je uveden na obrázku 9. Celý systém je upevněn na tuhé základńı desce D, na ńıž jsou
Obrázek 9: Konstrukčńı návrh. D - základńı deska, T - tubus, VMT - výsuvný mechanismus
tubusu, Za - závora, VMP - výsuvný mechanismus polychromatického osvětleńı, MZ1 - mecha-
nismus zrcadla Z1, PM - př́ıruba mikroskopu.
usazeny jednotlivé podsestavy. Prvńım z nich je tubus T s jeho výsuvným mechanismem
VMT. Daľśı mechanismus je VMP, tj. výsuvný mechanismus polychromatického osvětleńı,
který slouž́ı pro zaváděńı př́ıdavného polychromatického osvětleńı do systému kolimátoru.
A posledńım mechanismemMZ1 se ustavuje poloha a náklon zrcadla Z1 pro zavedeńı světla
obou mod̊u do mikroskopu.
V tubusu T jsou uloženy všechny d̊uležité optické komponenty, které jsou t́ım chráněné
proti mechanickému poškozeńı. Podrobněǰśı schéma tubusu T je vidět na obrázku 10.
Tubus T kolimátoru se skládá ze dvou část́ı T1,2, které jsou k sobě připevněny pomoćı
drážky a stavěćıho šroubu. Konec optického vlákna Zd, které je vedené od laserové diody je
připevněno pomoćı FC/PC konektoru ke kolimačńı čočce K kolimátoru. Kolimačńı čočka
K je pomoćı stavěćıho šroubu připevněna k tubusu T1. Do tubusu T1 je vložen a pomoćı
drážky a stavěćıho šroubu zajǐstěn tubus T2. Maska M spolu s kryćım skĺıčkem KS, které
ji chráńı proti mechanickému poškozeńı, jsou uloženy v tubusu T2. Vzdálenost mezi oběma
optickými prvky je ustavena rozpěrným válcem RV. Vložené komponenty jsou zajǐstěny
v tubusu T2 závitovým kroužkem ZK. Celý tubus T je uchycen do obj́ımky Obj, s ńıž se
dá pohybovat ve směru kolmém k optické ose optických komponent osazených v tubusu
T, viz obrázek 11. Celý tubus T je nesen lineárńım výsuvným mechanismem tubusu
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VMT, který funguje v rozsahu ±4mm. Kámen Kam1, ke kterému je šrouby připevněna
obj́ımka Obj tubusu T, je upevněn v drážce vod́ıćı desky VD1 pomoćı bronzových planžet
Pl1,2 s předpružeńım. Rozměry kamene Kam1 jsou voleny v poměru 1,5:1 (délka:̌śı̌rka),
aby nedocházelo k př́ıčeńı kamene Kam1 v drážce vod́ıćı desky VD1. Šroub Š1 s jemným
závitem p̊usob́ı proti pružině Pr1, která zajǐst’uje zpětný chod kamene Kam1 v drážce
VD1. Stoupáńı použitého šroubu Š1 je voleno jako jemné - 0,5mm. Pokud je to nutné, lze
kámen Kam1 zaaretovat v konkrétńı vyhovuj́ıćı pozici přitažeńım šroub̊u u planžet Pl1,2.
Obrázek 10: Tubus T. Zd - zdroj světla, K - kolimátor, T1,2 - části tubusu, M - difrakčńı maska,
RV - rozpěrný válec, KS - kryćı skĺıčko, ZK - závitový kroužek.
Obrázek 11: Výsuvný mechamismus tubusu VMT. Š1 - šroub s jemným stoupáńım, Obj - obj́ımka
tubusu, VD1 - vod́ıćı deska kamene, Pl1,2 - planžety, Kam1 - kámen, Pr1 - pružina.
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Daľśı podsestavou je mechanismus MZ1 umožňuj́ıćı lineárńı pohyb a dvouosý náklon
zrcadla Z1, viz obrázek 12. Zrcadlo Z1 o pr̊uměru 26,4mm zakoupené od firmy Thorlabs
je umı́stěno v manipulačńım systému pomoćı dvou šroub̊u typu M2. Lineárńı posuv je
řešen shodně jako u tubusu T a je kv̊uli jemnému stoupáńı justážńıho šroubu Š2 velmi
přesný. Dvouosý náklon je zajǐstěn d́ıky konstrukci manipulačńıho systému, který využ́ıvá
tř́ıbodového kinematického uložeńı, jež umožňuje náklon kolem dvou vzájemně kolmých
os v maximálńım rozsahu ±5◦. Tř́ıbodové uložeńı je zajǐstěno vložeńım ložiskové kuličky
LK o pr̊uměru 4mm v kuželových d́ırách mezi dvěma deskami stolku DS1,2. Náklony desky
DS2 můžeme měnit pomoćı dvou přesných šroub̊u s kulovým koncem PŠ1,2. Šrouby PŠ1,2
s výrobńım názvem F2D5ES10 spolu se závitovými pouzdry F2D5ESN1P jsou zakoupeny
od firmy Thorlabs. V desce DS2 jsou v mı́stech doteku šroub̊u PŠ1,2 vyrobeny dvě za-
hloubeńı. V jednom z nich jsou uloženy dva kalené koĺıky tak, že kulový konec šroubu
PŠ1 se dotýká jejich válcových ploch. Ve druhém zahloubeńı desky DS2 pro hlavu šroubu
je vložena tenká nerezová podložka, aby se sńıžil kontaktńı tlak na desku stolku DS2 od
šroubu PŠ2. T́ımto kinematickým uložeńım jsou odebrány čtyři z celkem šesti možných
stupň̊u volnosti. Mezi deskami stolku DS1,2 jsou uloženy dvě pružiny Pr2,3 s předpět́ım,
které svoj́ı silou p̊usob́ı proti šroub̊um PŠ1,2 a zajǐst’uj́ı tak celistvost stolku. Deska DS1 ma-
nipulačńıho systému je usazena v kameni Kam2, se kterým je možné pohybovat jako s cel-
kem v předozadńım směru. Kámen Kam2 je zadržen ve vod́ıćı desce VD2 d́ıky planžetám
Pl3,4. Zrcadlo Z1 je v̊uči optické ose kolimátoru nakloněno o 45
◦ a muśı být nastaveno tak,
aby světlo na něm odražené prošlo do mikroskopu přesně středem mikroskopové př́ıruby
MP.
Obrázek 12: Manipulačńı systém zrcadla Z1. Z1 - zrcadlo, DS1,2 - desky stolku,
PŠ1,2 - přesné šrouby, Kam2 - kámen, VD2 - vod́ıćı deska kamene, Š2 - šroub s jemným
stoupáńım, LK - ložisková kulička, Pr2,3 - pružiny s předpět́ım, Pl3,4 - planžety.
Posledńı ručně ovládaný výsuvný mechanismus VMP slouž́ı pro zavedeńı polychro-
matického osvětleńı P do kolimátoru, viz obrázek 13. Zdroj, halogenová lampa Fiber-
Lite DC-950, je umı́stěna mimo kolimátor a pomoćı světlovodu SV je světlo přivedeno
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do kolimátoru. Konec světlovodu SV je pomoćı stavěćıho šroubu upevněn v horńı části
voźıku V, který je umı́stěn na lineárńım vedeńı LV zakoupeném od firmy SKF [62]
s označeńım LWR3050-KIT. Lineárńım vedeńım LV lze posouvat d́ıky válcovým valivým
element̊um, které jsou umı́stěny mezi jednotlivými d́ıly lineárńıho vedeńı LV a umožňuj́ı
pohyb s voźıkem V až o ±13mm. Ve spodńı části voźıku V je pod úhlem 45 ◦ umı́stěno
zrcadlo Z2, které zavád́ı polychromatické osvětleńı P do optické dráhy kolimátoru. Zrcadlo
Z2, které je k voźıku V přilepeno, bylo odř́ıznuto a zabroušeno do požadovaných rozměr̊u
ze skladového kusu. Po odraze od zrcadla Z2 pokračuje světelná vlna k zrcadlu Z1 a př́ırubě
mikroskopu PM stejným zp̊usobem jako v prvńım př́ıpadě při použit́ı laserového modu ko-
limátoru. V ose lineárńıho vedeńı LV je v základńı desce D kolimátoru pomoćı dvou šroub̊u
typu M3 upevněn nosič šroubu NŠ3 pro šroub Š3 s jemným stoupáńım. Ten zajǐst’uje přesné
nastaveńı koncové polohy zrcadla Z2. Pokud chceme mı́sto polychromatického osvětleńı
využ́ıvat laserové, stač́ı uchopit voźık V a ručně s ńım posunout po lineárńım vedeńı LV.
Nad lineárńım vedeńım LV je umı́stěna závora Za, se kterou lze otáčet v rozmeźı ±95 ◦
kolem jej́ı osy a tou je možné zadržet voźık V tak, aby nebránil pr̊uchodu laserového světla
optickou dráhou kolimátoru. Závora je sestavena ze tř́ı k sobě lepených část́ı.
Obrázek 13: Připojeńı polychromatického osvětleńı: Z2 - zrcadlo, P - polychromatické osvětleńı,
Za - závora, SV - světlovod, LV - lineárńı vedeńı, V - voźık, NŠ3 - nosič šroubu Š3, Š3 - šroub
s jemným stoupáńım.
Jako př́ıruba mikroskopu PM byla použita stávaj́ıćı př́ıruba, která byla pouze upra-
vena, aby se k ńı dala pomoćı čtyř šroub̊u typu M8 připevnit základńı deska D kolimátoru.
Všechny popsané nekupované neoptické součásti, až na planžety Pl1,2 a šrouby s jemným
stoupáńım Š1−3, jsou vyrobeny z hlińıkové slitiny AW 2030.
Všechny mechanické součásti byly bud’ vyrobeny, nebo upraveny ze stávaj́ıćıch d́ıl̊u
a smontovány. Jako celek je kolimátor mechanicky funkčńı. Správnost mechanického
návrhu kolimátoru byla ověřena d́ıky justáži, viz část 4.5. Dané komponenty vzájemně
ĺıcuj́ı a navržené pohyby maj́ı dostatečný rozsah pro správné nastaveńı kolimátoru.
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Laserová dioda LD, zdroj monochromatického zářeńı, je napájena d́ıky zapojeńı do
elektrického obvodu, ve kterém je maximálńı elektrické napět́ı 5V. Zapojeńı laserové diody
LD je schématicky znázorněno na obrázku 14. Fotodioda FD, která slouž́ı pro zpětnou
regulaci výkonu laseru, využita nebyla.
Obrázek 14: Schéma zapojeńı zdroje pro laserový mod kolimátoru: LD - laserová dioda,
FD - fotodioda.
Dále byl vytvořen justážńı př́ıpravek s kamerou, viz obrázek 15. Pro záznam obrazu
jsme použili běžnou kameru Ka s př́ıpojným závitem typu C-Mount a s datovým roz-
hrańım USB. Pro nosič kamery NKa jsme využili stávaj́ıćıho d́ılu, který byl pouze upraven.
Kamera Ka je zašroubována do držáku kamery D, ve kterém je drážka a do nosiče NKa
je upevněn pomoćı stavěćıho šroubu zapadaj́ıćıho do drážky. Kamera Ka byla vybrána
od firmy Basler [63] pod obchodńım názvem Basler ace acA2040-90uc.
Obrázek 15: Justážńı př́ıpravek s kamerou Ka: NKa - nosič kamery, D - držák kamery,
Ka - kamera.
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4.4 Software pro detekci záměrného kř́ıže
Pro vlastńı experiment a pro pozděǰśı použ́ıváńı kolimátoru je nutno vytvořit software
pro detekci záměrného kř́ıže v prostřed́ı LabView. K tomu bylo nejdř́ıve nutné vytvořit
metodiku detekce záměrného kř́ıže ve vývojovém prostřed́ı Vision builderu za využit́ı
metod analýzy obrazu. Tato metodika je znázorněna vývojovým diagramem na obrázku
16.
Obrázek 16: Schéma metodiky zpracováńı obrazu ve Vision Builderu.
Vstupem je kamerou zachycený sńımek záměrného kř́ıže. V prvńım kroku je barevný
obraz převeden na černob́ılý. Následně je obraz normován, přičemž docháźı k ekvalizaci
histogramu obrazu. To znamená, že hodnoty pixel̊u p̊uvodńıho sńımku jsou převedeny do
hodnot stupň̊u šedi 0 až 255. Tento krok zajǐst’uje univerzálnost metodiky, tedy možnost
zpracovat obrazy s r̊uznými hodnotami intenzity, aniž by se změnil postup a výsledek. Poté
je upraven kontrast obrazu tak, aby v něm byla zvýrazněna mı́sta s maximálńı hodnotou
intenzity. V daľśım kroku jsou odprahovány ńızké hodnoty obrazových pixel̊u. Výsledek
prahováńı je převeden na binárńı masku, jej́ıž pixelová struktura je rozmazána pomoćı
metody dilatace obrazu. K detekci záměrného kř́ıže je použita metoda detekce kruh̊u
v binárńıch maskách. Stanov́ı-li se vhodně hodnoty minim a maxim vepisovaných kružnic,
pak jsou v binárńı masce detekovány polohy čtyř největš́ıch oblast́ı, jež lež́ı v bĺızkosti
středu černého záměrného kř́ıže, viz kružnice v obrázku 17. Poloha záměrného kř́ıže je
následně určena pr̊uměrem pozic střed̊u čtyř vykreslených kružnic.
Výsledná metodika z prostřed́ı Vision Builder je následně převedena do prostřed́ı
LabView. Importované programové schéma bylo rozš́ı̌reno o online zachytáváńı obrazu
z kamery. Protože difrakčńı obrazec má v každé vzdálenosti od difrakčńı masky stejnou
charakteristiku, ale lǐśı se svoj́ı velikost́ı, mohou se velikosti čtyř středových kruh̊u měnit.
V programu LabView je tedy možné upravovat hodnotu minimálńı velikosti pr̊uměr̊u
kružnic, které budou vepisovány do binárńı masky, viz obrázek 18. Lze také měnit para-
metr charakterizuj́ıćı dilataci binárńı masky. V levé části softwaru je displej vykresluj́ıćı
žlutý kř́ıž, který odpov́ıdá středu CCD čipu kamery. Také je vykreslován červený kř́ıž,
který odpov́ıdá středu difrakčńıho obrazce. V pravé části je online náhled z kamery a ta-
bulka, ve které jsou zapsány č́ıselné hodnoty pozic obou znázorněných kř́ıž̊u. Červené
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Obrázek 17: Metodika detekce záměrného kř́ıže v prostřed́ı Vision Builderu.
tlač́ıtko slouž́ı k ukončeńı softwaru.
Obrázek 18: Software detekce záměrného kř́ıže v prostřed́ı LabView.
Po převedeńı algoritmu do prostřed́ı LabView je možné zjistit přesné souřadnice středu
záměrného kř́ıže vytvořeného př́ımkami nulové intenzity na difrakčńım obrazci. Lze nejen
zjistit přesnou polohu středu difrakčńıho obrazce (č́ıselně), ale také se do zpracovávaného
obrazu vykresluje červený kř́ıž s aktuálńı pozićı vyhodnoceného středu. Jeho pozici je
možné porovnat s kř́ıžem žlutým, který zvýrazňuje střed kamery, na kterou je obraz za-
znamenáván. Celý algoritmus funguje př́ımo online, aby bylo možné vidět d̊usledky posuvu
justovaných optických prvk̊u a aby byla jejich centrace co nejrychleǰśı a nejpřesněǰśı.
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4.5 Justážńı postupy a testováńı kolimátoru
V této části je popsána justáž samotného kolimátoru a následně i FHM, pro jehož nasta-
veńı je kolimátor primárně určen. Kolimátor po sestaveńı je zobrazen na obrázku 19.
Obrázek 19: Kolimátor po montáži. VMP - výsuvný mechanismus polychromatického osvětleńı,
VMT - výsuvný mechanismus tubusu, T - tubus, PM - př́ıruba mikroskopu, MZ1 - mechanismus
zrcadla Z1, D - základńı deska.
4.5.1 Justážńı postup kolimátoru
Podle vytvořeného kolimátoru se budou justovat optické komponenty v daľśıch př́ıstroj́ıch,
proto je nutné vysoce přesné ustaveńı jednotlivých optických komponent vlastńıho ko-
limátoru. Tato práce muśı být provedena velmi přesně a precizně.
Aby se dal kolimátor považovat za seř́ızený, muśı splňovat dvě následuj́ıćı podmı́nky.
Výstupńı svazek muśı procházet přesně středem př́ıruby mikroskopu PM a muśı vytyčovat
př́ımku kolmou k ploše př́ıruby. Nejdř́ıve je potřeba zajistit, aby svazek vystupuj́ıćı z ko-
limátoru byl kolmý k ploše př́ıruby PM. Toho dosáhneme předevš́ım manipulaćı se zrcad-
lem Z1. Postupným procesem zrcadlo Z1 lineárně posouváme pomoćı jeho lineárńı části
mechanismu MZ1 a při tom jej pomoćı naklápěćı části mechanismu Z1 natáč́ıme. Po
každém takovém zásahu je posunováno st́ıńıtko S, na kterém je sledována poloha černého
záměrného kř́ıže. Poloha záměrného kř́ıže na st́ıńıtku S je kontrolována ve dvou vzdálenos-
tech od kolimátoru. Při změně vzdálenosti by se stopa neměla na st́ıńıtku S pohybovat.
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Poté, co je zajǐstěno, že svazek vytyčuje kolmou př́ımku, je možno jej vycentrovat na
střed př́ıruby mikroskopu PM. Protože je manipulováno s lineárńı část́ı mechanismu MZ1
zrcadla Z1 a s tubusem T pomoćı výsuvného mechanismu tubusu VMT a je sledována
difrakčńı stopa na st́ıńıtku S. Protože pr̊uměr mikroskopové př́ıruby PM je v jednotkách
centimetr̊u, využili jsme záměrný př́ıpravek ZP s velmi malým vnitřńım pr̊uměrem, který
byl vložen do př́ıruby mikroskopu PM. Procháźı-li světelný svazek středem mikroskopové
př́ıruby PM, zkontrolujeme jeho kolmost k rovině př́ıruby PM. V př́ıpadě potřeby se celý
postup opakuje.
Obrázek 20: Justáž kolimátoru. D - základńı deska, MZ1 - mechanismus zrcadla Z1, ZP - záměrný
př́ıpravek, PM - př́ıruba mikroskopu, S - st́ıńıtko, Zd - zdroj, T - tubus, VMT - výsuvný me-
chanismus tubusu, VMP - výsuvný mechanismus polychromatického osvětleńı.
4.5.2 Justážńı postup FHM a ověřeńı jeho nastaveńı
V této části je popsán postup justáže FHM a je testován stav současného nastaveńı
mikroskopu.
Na začátku justáže je FHM složené bez optických prvk̊u. Mı́sto fluorescenčńı výbojky
je k FHM d́ıky své př́ırubě připevněn kolimátor. Následně jsou zprovozněny obě zdro-
jová světla kolimátoru, laser i halogenová výbojka. Postupně jsou od strany osvětleńı
do FHM vkládány odrazné prvky (zrcadla, děliče a dichroická zrcadla) a je justována
jejich poloha a náklon. Za každým odrazným prvkem jsou v nosných deskách FHM vy-
tvořeny dva justážńı porty, kam lze vložit justážńı př́ıpravek s kamerou, viz obrázek 15.
Dı́ky detekčńımu softwaru je v každém dostupném justážńım portu porovnávána odchylka
záměrného kř́ıže od středu čipu kamery. Úpravou polohy a náklonu odrazného prvku je
doćıleno toho, že jsou středy záměrného kř́ıže a středy čipu kamery pro oba justážńı
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porty totožné. Pak je možné zač́ıt justovat daľśı odrazný prvek, dokud neńı vytyčena celá
optická osa FHM.
Jsou-li korektně vytyčeny optické osy mikroskopu, lze osazovat FHM osvětlovaćı a zo-
brazovaćı optikou. Tak jako u odrazných prvk̊u, jsou i tyto prvky středěny na optic-
kou osu mikroskopu. Polohy záměrných kř́ıž̊u jsou detekovány ve dvou justážńıch por-
tech s justážńım př́ıpravkem kamery a jsou sjednocovány se středem čipu kamery. Je-
li justována optika zobrazovaćı soustavy FHM, pak je nutné použ́ıt i druhý mod ko-
limátoru, tedy mod s polychromatickým osvětleńım. Do rovin vzorku Vz a rovin meziob-
raz̊u MO1−4 jsou vkládány již existuj́ıćı tenké amplitudové masky, které jsou při tomto
modu nasvětlovány a jsou tak zobrazeny na CMOS čip FHM. Se zobrazovaćı optikou
je osově pohybováno a roviny meziobraz̊u MO1−4 jsou ostřeny na CMOS čip FHM. Po
zaostřeńı je d̊uležité provést kontrolu jejich centricity s optickou osou pomoćı laserového
modu kolimátoru. V př́ıpadě potřeby je možné kroky centrováńı a ostředńı opakovat.
Obrázek 21: Fotografie záměrného kř́ıže po připevněńı justážńıho kolimátoru na FHM, která
byla zachycena na st́ıńıtku mezi objektivy O1,2. Na obrázku jsou vidět dva černé záměrné kř́ıže,
které na sebe navazuj́ı.
Justážńı kolimátor a současný stav seř́ızeńı FHM jsem testovala mezi prob́ıhaj́ıćımi
experimenty, proto nebylo možné FHM rozebrat a otestovat př́ımo metodiku justáže.
Kvalitu současného sjustováńı FHM je možné vidět na obrázku 21. Obrázek je poř́ızen
mimo rovinu vzorku VZ mezi objektivy O1,2 a je možné na něm vidět dva černé záměrné
kř́ıže, které se přesně překrývaj́ı. Jeden je větš́ı a je patrný na okraj́ıch obrázku, druhý je
uprostřed něj. Ramena obou záměrných kř́ıž̊u na sebe navazuj́ı. Pohybem st́ıńıtka mezi
objektivy byla potvrzena vzájemná centricita objektiv̊u O1,2. Při tomto pohybu se po-
stupně měńı velikosti záměrných kř́ıž̊u. V každém dostupném justážńım portu byl pomoćı
justážńıho př́ıpravku s kamerou poř́ızen sńımek záměrného kř́ıže, viz obrázek 22. Z jednot-
livých sńımk̊u je patrné, že záměrný kř́ıž lež́ı ve středu CCD čipu kamery. Z těchto měřeńı
lze usoudit, že FHM je v současnosti vhodně seř́ızen. Justážńı postup bude otestován,
jakmile bude FHM z d̊uvodu servisu rozebráno.
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Obrázek 22: Obrazy záměrného kř́ıže zachycené kamerou FHM v dostupných justážńıch portech
v r̊uzných vzdálenostech od difrakčńı masky a s r̊uzným zvětšeńım daným osvětlovaćı a zobra-
zovaćı optikou FHM. Vlastńı justážńı porty jsou vyznačeny modrou barvou. Poznámka: Obrazy
nasńımány kamerou s čipem o velikosti 1/4′′, která byla momentálně dostupná.
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Závěr
Holografické mikroskopy jsou velmi citlivé na nepřesné ustaveńı optických komponent,
proto je justážńı kolimátor velkým př́ınosem pro dosažeńı kvalitńıho zobrazováńı po-
moćı těchto př́ıstroj̊u. Výsledkem této práce je navržený a plně funkčńı justážńı ko-
limátor pro Fluorescenčńı holografický mikroskop, lze ho ovšem použ́ıt i pro seř́ızeńı
daľśıch mikroskop̊u, jako je např́ıklad Koherenćı ř́ızený holografický mikroskop. Justážńı
kolimátor využ́ıvá kruhové difrakčńı masky, na které docháźı k Fresnelově difrakci. Za-
chycené obrazce jsou charakteristické dvěma na sebe kolmými př́ımkami nulové inten-
zity, které vytvář́ı záměrný kř́ıž. Podle tohoto záměrného kř́ıže lze seř́ıdit veškeré optické
komponenty vlastńıho kolimátoru i zmiňovaných mikroskop̊u. Charakter Fresnelova dif-
rakčńıho obrazce je v r̊uzných vzdálenostech od difrakčńı masky neměnný, rozd́ılná je po-
uze jeho velikost. Proto byly provedeny simulace ověřuj́ıćı tvar záměrného kř́ıže. Pro rych-
lou a výpočetně nenáročnou detekci záměrného kř́ıže na CCD čipu justážńıho př́ıpravku
byl v prostřed́ı LabView vytvořen měřićı software. Dı́ky němu je možné určit pozice
střed̊u záměrných kř́ıž̊u v r̊uzných vzdálenostech od difrakčńı masky. Navrhovaná me-
todika justážńıho postupu kolimátoru i Fluorescenčńıho holografického mikroskopu je
založena na d́ılč́ıch kroćıch ustavuj́ıćı jednotlivé optické komponenty. Při justážńım po-
stupu vlastńıho kolimátoru je nejdř́ıve nutné zajistit vytyčeńı laserové př́ımky a následně
př́ımku seř́ıdit tak, aby procházela středem př́ıruby slouž́ıćı pro připojeńı kolimátoru
k mikroskopu. Při justáži Fluorescenčńıho holografického mikroskopu je nutné zač́ıt usta-
vovat nejprve optické prvky s odraznými povrchy a následně lze ustavit daľśı optické
komponenty.
Navržený justážńı kolimátor byl vyroben a seř́ızen. Následně byl otestován na FHM
a byla provedena také kontrola justáže mikroskopu. Prakticky tak byla potvrzena vhod-
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Express, ročńık 18, č. 21 10 2010, s. 21990–22003 ISSN 1094-4087 Doi:10.1364/OE.
18.021990.
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